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“ESTUDIO DE LA INTERACCION ENTRE Fusarium-
Trichoderma EN BABACO (Vasconcellea heilbornii Badillo. var.
pentagona), MEDIANTE ESTUDIOS HISTOLOGICOS”



RESUMEN

En la actualidad, la actividad agricola en el Ecuador tiene mucha importancia y
trascendencia, que se proyecta muy fuertemente, marcando indices y pautas en nuestra
economia. En este contexto, se destaca el auge que existe en la produccién de cultivos
agricolas no tradicionales y ancestrales, uno de los cuales es el Babaco. Esta planta nativa
del Sur del Ecuador, considerado desde épocas pasadas como una fruta de Optimas
caracteristicas ya que posee ventajas como el no poseer semillas, tener una céscara delgada
y el agradable sabor de su pulpa. Existe una amplia gama de agentes fitopatdgenos que se
relacionan con el cultivo del Babaco en sus diferentes etapas vegetativas y reproductivas;
dentro de las cuales se encuentra la enfermedad de la Marchitez Vascular del Babaco
(MVB) causada por Fusarium spp., la cual puede causar pérdidas hasta el 100% en pocas
semanas si no toman medidas de control adecuadas para mitigar la severidad de la
enfermedad. Este trabajo de investigacion se realizo con el fin de evaluar la interaccion
entre Fusarium-Trichoderma en Babaco (Vasconcellea heilbornii Badillo. var. pentagona),
mediante estudios histoldgicos. Se utilizaron dos aislados de Fusarium causantes MVB y
un aislado de Trichoderma, todos los microorganismos objeto de estudio fueron
caracterizados morfo-cultural, molecular y patogéenicamente en estudios anteriores. Por esta
razon, 42 plantas de Babaco de 60 dias de edad se las sometieron a infecciones inducidas en
seis tratamientos, se evaluo la severidad de cada uno de los tratamientos por un periodo de
40 dias, seleccionando los tratamientos: T1, T2, T4 y T5. Los resultados sugieren que la
incidencia de la MVB, en la provincia de Loja se encuentra en un rango comprendido de
66,7 al 100%. La cepa de Trichoderma spp., mostré gran capacidad antagonica frente a las
dos cepas de Fusarium sp., reduciendo su severidad en un rango comprendido de 3,6 a
10,7% en el dltimo periodo de evaluacion. Los estudios histologicos con infecciones
inducidas por Fusarium (cepa QUI2), se observaron las hifas del patégeno (color azul)
colonizando y obstruyendo los haces vasculares, para la cepa CHAL, se observaron la
plasmolisis de las células parenquimatosas del xilema y la desorganizacion celular por

efectos del microorganismo patogénico.

Palabras claves: Fusarium spp., Trichoderma spp., interaccion, severidad, biocontrol,

estudios histoldgicos.
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ABSTRACT

This broad biodiversity projects in farming and food security as key activities within the
national economy. In this context, there is the rise in the production of exotic and ancient
agricultural crops, one of which is the Babaco stands out. This native plant of southern
Ecuador has great potential as arable species. A wide range of phytopathogenic fungi that
relate Babaco cultivation in different vegetative and reproductive stages; among which is
the disease of Vascular Wilt Babaco (MVB) caused by Fusarium spp., this disease can
cause losses up to 100% in a few weeks if they take adequate control measures to mitigate
the severity of the disease. This research was conducted in order to evaluate the interaction
between Fusarium-Trichoderma in Babaco (Vasconcellea heilbornii Badillo. var.
pentagona), by histological studies. We used two Fusarium isolates causing MVB and
Trichoderma isolate all the organisms under study were characterized morphologically,
cultural and pathogenically in previous studies. For this reason, 42 Babaco plants 60 days
old are subjected to the induced infections in six treatments.Then the severity of each
treatment for 40-day period was evaluated. F. oxysporum, Trichoderma spp and interaction
Trichoderma and Fusarium-control treatment: Later treatments were selected T1, T2,T3 and
T4. The results suggest that the incidence of Vascular Wilt Babaco (MVB) in the province
of Loja lies in a range of 66.7 to 100%. The antagonistic Trichoderma spp., Showed great
antagonistic capacity against the two strains of Fusarium sp., Reducing its severity in a
range from 3.6 to 10.7% at the last evaluation period. Histological studies with induced
Fusarium (strain QUI2) infections, hyphae of the pathogen (blue) are observed colonizing
and obstructing the vascular bundles, the xilémicos and parenchymal vessels also the
presence and processes hypertrophy and hyperplasia was observed. In the CHA1L strain,
plasmolisis of xylem parenchyma cells and cell disorganization effects of observed

pathogenic microorganism.

Keywords: Fusarium spp, Trichoderma spp, interaction, severity, biocontrol, histological
studies
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1. INTRODUCCION

Las especies de Vasconcellea, como la mayoria de los miembros de la familia Caricaceae,
tienen su origen en el Sur y Centro América (Badillo, 1983). Dentro de este género se
encuentra la especie Vasconcellea. heilbornii  "Babaco™ que es actualmente la mas
importante de las Vasconcellea. Scheldeman (2002), considera a esta fruta como un hibrido
natural proveniente de la cruza de dos especies Vasconcellea stipulata (Toronche) y
Vasconcellea pubescens (Chamburo) y su origen radica en los valles de la provincia de

Loja.

El Babaco en Ecuador desde el punto de vista econémico y alimenticio, tiene un gran
potencial como especie cultivable. Las demandas del mercado local e internacional son
considerables por lo que existe un alto interés en la produccién de esta fruta en el Ecuador
(Andrade y Vivanco, 2002). El Babaco es considerado desde épocas pasadas como una
fruta de dptimas caracteristicas ya que posee ventajas como el no poseer semillas, tener una
cascara delgada y el agradable sabor de su pulpa, ademés contiene una enzima digestiva
llamada papaina que facilita el desdoblamiento de la proteina animal, ayudando al sistema
digestivo (Bravo, 2005; Uzcategui, 2007).

En nuestro pais los principales sistemas de cultivo de Babaco son en invernadero como a
campo abierto, siendo las provincias mas representativas de produccion las de: Imbabura
(Atuntaqui, Perucho); Tungurahua (Patate y Bafos); Pichincha (Tumbaco); Azuay
(Gualaceo, Santa lIsabel); y Loja (Ampuero, 2004). La produccidén de esta fruta ha crecido
favorablemente y segun datos del Ministerio de Agricultura Ganaderia Acuacultura y Pesca
(MAGAP), se calcula que la superficie sembrada puede llegar de 150 a 200 ha,

representados en su mayoria por cultivos bajo invernadero (Nufiez, 2008).

Desde 1996 se registra un crecimiento acelerado de las ventas de Babaco al mercado
exterior (Uzcategui, 2007; Tobar, 2008) y después de casi 10 afios de grandes reditos
economicos obtenidos por la comercializacion, se observo una estrepitosa caida en la
produccion de esta fruta, debido a la presencia de la enfermedad conocida como “La
Marchitez Vascular del Babaco (MVB)” causada por el hongo Fusarium oxysporum

reportada por primera vez por Ochoa y Fonseca (2000). Esta enfermedad se disemind



rdpidamente a lo largo y ancho del territorio ecuatoriano, llegando a destruir la totalidad del
cultivo, trayendo consigo que muchos agricultores optaran por no seguir con el cultivo
(Tobar, 2008).

Hasta el momento se pensaba que Fusarium oxysporum era el Unico causante de la
Marchitez Vascular del Babaco (MVB) como lo reportado por Ochoa y Fonseca (2000).
Sin embargo Fusarium spp., es uno de los generos de microorganismos fitopatogenos mas
importantes por las severas perdidas economicas que producen en diferentes cultivos
(Burgess y Bryden, 2012). Sus méas de 100 formas especiales (formae speciales) estudiadas
hasta el momento producen marchitamientos en mas de 100 tipos de cultivos, asi lo
atestiguan las miles de publicaciones cientificas dedicadas al estudio de este género (Garcés
de la Granada et al., 2001; Burgess y Bryden, 2012). Por lo tanto diversos estudios llevados
a cabo en la Universidad Nacional de Loja - Ecuador, demuestran la existencia de un
complejo fitopatoldgico entre diversas especies del género Fusarium (Fusarium oxysporum,
Fusarium camptoceras, y Fusarium temperatum asociadas a la enfermedad de la MVB vy su
patogenicidad ha sido comprobada en estudios de infeccion artificial en invernadero
(Robles et al., 2014; Gomez y Macas, 2014).

Uno de los principales métodos de control de la MVB, es mediante la utilizacion extensiva
de los agroquimicos, repercutiendo directamente al deterioro del medio ambiente, y de la
salud de los productores y consumidores, es por ello que se han promovido la busqueda de
alternativas viables que garanticen una mayor sostenibilidad en la produccién agricola,
minimizando el impacto sobre el medio ambiente (Cueva, 2007). Frente a esta problematica
una alternativa al uso de los agroquimicos en el control de las enfermedades de las plantas

es mediante el control bioldgico, utilizando microorganismos como agentes de control.

El hongo Trichoderma spp., es un eficiente controlador biolégico que esta siendo
ampliamente usado en agricultura como agente de biocontrol debido a su habilidad para
colonizar sustratos rapidamente, inducir resistencia sistémica adquirida en plantas,
promover el crecimiento vegetal y poseer actividad antagonista contra un amplio rango de
hongos patégenos. El efecto inhibitorio de sus antibioticos y la degradacion de
componentes de la pared celular de patdégenos de plantas, es citado como aspecto

importante de su actividad antagonista (Chaverri y Samuels, 2003; Ezziyyani et al., 2004).
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Bajo esta premisa y dada la importancia econémica que tiene el Babaco en la produccion y
exportacion como fruta no tradicional, es necesario las diferentes interacciones entre
Fusarium-Trichoderma en plantas de Babaco, mediante estudios histologicos y los
resultados de esta investigacion ayudaran en la obtencidén de informacion del modo de

accion que ejerce este biocontrolador sobre las especies patogénicas causantes de la MVB.
Los objetivos planteados en este estudio fueron:

Evaluar la incidencia y severidad de la Marchitez Vascular del Babaco (MVB) en la
provincia de Loja.

Determinar el biocontrol de Fusarium spp., en interaccion con Trichoderma spp.,
causantes de la Marchitez Vascular del Babaco (MVB), mediante pruebas de

inoculacion bajo condiciones controladas.

- Realizar estudios histoldgicos de la interaccion Fusarium-Trichoderma-Babaco en

diferentes estadios de crecimiento de la planta.



2. REVISION DE LITERATURA
2.1. ORIGEN, EVOLUCION Y DISTRIBUCION GEOGRAFICA DEL BABACO

(Vasconcellea heilbornii Badillo var. pentagona)

El Ecuador es un pais conocido por su riqueza biologica, debido a una amplia variabilidad
de climas desde el polar hasta el tropical, ademas posee diferentes zonas ecolégicas, que
van desde desierto hasta selva tropical, desde el punto de vista de diversidad bioldgica,
nuestro pais se encuentra entre los paises con mas biodiversidad por unidad de superficie en
el mundo (Kyndt, 2005).

La amplia biodiversidad en cultivos agricolas incluyendo a sus ancestros, encontrados en
forma silvestre en el Ecuador, hace que nuestro pais ofrezca posibilidades Unicas para el
cultivo de especies no tradicionales como el Babaco cultivo de amplia aceptacion en el

mercado internacional (Kyndt, 2005; Uzcategui, 2007).

De acuerdo a clasificacion més reciente realizada por Badillo (1997, 2001), afirma que la
especie del género Vasconcellea heilbornii, es un hibrido natural partenocarpio (que no
posee semillas) y es el resultado de la hibridacion interespecifica de las especies Vasconllea
stipulata (Toronche) y Vasconcellea pubescens (Chamburo), cuyo centro de origen radica
en los valles interandinos de la provincia de Loja (Scheldeman, 2002).

2.1.1. Caracteristicas Generales del Babaco

Raiz. Cuando la planta es joven (provenientes de estacas) presenta raices de color café
claro, de consistencia muy delgada (se quiebra con facilidad), al romperse exuda latex
pegajoso. Después del trasplante, el sistema radicular demora en desarrollarse; luego se
forman las raices de consistencia carnosa y logran poca profundidad (un metro, 0 menos).
Las raices secundarias son largas, de 50 a 60 cm de longitud. Las raices terciarias son de
mayor proporcion y ramificadas, un poco mas, débiles, quebradizas y tienen gran capacidad
de retencién de agua (AAIC, 2003).

Tallo. Posee un tallo erecto no lefioso y cilindrico de color verde cuando es joven y

marrén-grisdceo cuando la planta es adulta, ademas en el tallo presenta cicatrices foliares



tipicas similares al de otras caricaceas, raramente presenta ramificaciones pero brotes a

menudo aparecen alrededor de la base (Asturizaga et al., 2006; Jacome, 2011).

Hojas. Son grandes en estado adulto, pueden llegar a medir hasta los 60 — 80 cm; son de
color verde, limbo lobulado con cinco I6bulos (palmolobulares), el haz es verde oscuro
mientras que el envés es verde claro; poseen nervaduras bien marcadas muy sensibles.
Ademaés poseen un largo peciolo que puede medir 30 cm (AAIC, 2003; Asturizaga et al.,
2006; Jacome, 2011).

Flores. Se forman sobre el tronco recientemente desarrollado durante la fase de crecimiento
de la planta, todas son femeninas y usualmente solitarias sobre el final de un largo tallo
péndulo que se desarrolla en cada axila foliar (Asturizaga et al., 2006). Los pétalos son de

color blanco-amarillento-verdoso y sdpalos verde-oscuros (Jacome, 2011).

Frutos. Son bayas elipsoidales de color amarillo cuando ha llegado a la maduracion
completa, no necesitan polinizacion para desarrollarse, son partenocarpicos y no presenta
semillas, es alargado de seccion pentagonal, de unos 30 cm de largo y de 6 a 12 cm de
diametro (Asturizaga et al., 2006). Cada fruto puede llegar a pesar entre 300 g y 2 kg, cada
planta puede llegar a producir has 50 kg por metro cuadrado. Su pulpa es blanca, muy

jugosa, ligeramente &cida cuando madura y baja en azlcar (Jacome, 2011).

Los frutos del Babaco tienen un sabor y aroma diferente al de la papaya comun (Uzcategui,
2007). Este sabor distintivo ha sido descrito por tener matices de sabor a naranja, frutilla,
pifia y papaya. ElI Babaco es principalmente usado en el Ecuador en la preparacion de
jugos, almibares y es extensamente usado en cocina para preparar dulces, salsas y una

variedad de postres (Ampuero, 2004).
2.1.2. Condiciones edafoclimaticas

La altitud ideal para su éptima produccion es de 1800 a 2400 msnm (Fabara et al., 1985).
La temperatura ideal para el desarrollo y fructificacion del Babaco es 15 — 20° C, por lo que
no tolera temperaturas muy extremas ya sean inferiores a 14 o superiores a 27° C (Caguana,
2003; Jacome, 2011). La precipitacion promedio anual ideal para el cultivo oscila en un

rango de 600 a 1500 mm/afio (Fabara et al., 1985; Jacome, 2011). El porcentaje de



humedad relativa esta alrededor del 60 al 80% y un porcentaje de luminosidad de 4.5 a 5
horas por dia (Caguana, 2003; Jacome, 2011).

El tipo de suelo ideal para el Babaco varian de franco, franco-arcillo-limoso y franco-
arcillo-arenoso, con una capa arable de 0.80 cm y con bastante materia organica (3%), pH
ideal de 7.1 (puede soportar de 5.8 a 8.2 pH); a fin de facilitar su aireacion, su drenaje y

evitar el ataque de enfermedades radiculares (Fabara et al., 1985; Caguana, 2003).

2.2. EL CULTIVO DEL BABACO EN EL ECUADOR
El Babaco produce de 25 a 45 frutos/planta /afio, lo que con una densidad de 2500 plantas
por hectérea produce entre 50 y 80 toneladas por afio (JAcome 2011).

El Babaco en la actualidad se cultiva en regiones de la sierra ecuatoriana en las provincias
de Imbabura, Pichincha, Tungurahua, Chimborazo, Bolivar, Azuay y Loja en altitudes de
1500 a 3000 msnm y una temperatura que varia de 13 a 22°C, estos lugares constituyen las
provincias mas representativas en la produccion de esta fruta (Ampuero, 2004).
Scheldeman (2002), afirma que la altitud ideal para la produccion del Babaco esta entre
1800 a 2400 msnm, ademas asevera que el principal factor para este cultivo son las bajas
temperaturas conocidas como heladas. La produccion de esta fruta ha crecido
favorablemente y segin datos reportados por INIAP, se ha calculado que la superficie
sembrada de Babaco puede llegar de 150 a 200 ha, representados en su mayoria por

cultivos bajo invernadero (Nufez, 2008).
2.2.1. Propagacion del Babaco

El Babaco al no poseer semillas, su propagacion se la hace por via asexual o vegetativa.
Los métodos de propagacién mas usados son: por estacas y por injertacién. El primero
consiste en emplear estacas de plantas maduras de 20 a 25 cm, con diametro de 4 a 6 cm
(Caguana, 2003; Jacome, 2011). Deben tener un corte diagonal (bisel) en la parte superior
para evitar que el agua de riego o lluvia se acumule y un corte transversal en la parte
inferior para tener una mayor superficie de enraizamiento (Caguana, 2003). Luego de
realizar los cortes es aconsejable agregar una hormona de crecimiento 0 agua azucarada
(Caguana, 2003; Jacome, 2011). Este material debe permanecer durante 8 dias bajo sombra,

tiempo para que se cicatricen las heridas, seguidamente, las estacas se desinfectan con un
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fungicida para evitar el ataque de hongos Ascomycetes y Basidiomycetes, se procede a la
siembra en bolsas con un sustrato que permita la aireacion (Caguana, 2003).

El segundo método de propagacién més usado en el Babaco, es por injertacion. El tipo de
injerto méas usual es de pua terminal o asa terminal, esta técnica que consiste en podar el
patrén a una altura de 10 cm, generalmente se usa especies de Vasconcellea cundimarcensis
y Vasconcellea stipulata. Seguidamente se realiza una hendidura diametral longitudinal en
la que se injerta el Babaco, con un brote tierno del mismo didmetro que el patrén. Después,
se cubre con una cinta plastica especial de buena elasticidad, esto se realiza con el objetivo
de favorecer la union con el patrén y evitar la entrada de microorganismos fitopatogenos.
Finalmente, se cubre el material injertado con una bolsa plastica para mantener la

temperatura y acelerar la brotacién (Fabara et al., 1985; Caguana, 2003).
2.2.2. Principales Enfermedades del Babaco

Las enfermedades de las plantas pueden ser ocasionadas por cualquier microorganismo
fitopatdgeno, ya sean hongos, bacterias, virus, nematodos y actinomicetos (Agrios, 2005).
Las cuales son el resultado de la interaccién dindmica de tres factores: el microorganismo
fitopatdgeno presente en el patosistema, al cual le corresponde la dindmica ecoldgica de los
suelos en cuanto a la diversidad y a la regulacion poblacional. La condicién del hospedante
susceptible, teniendo en cuenta sus etapas fenoldgica y metabdlica, ademas el medio
ambiente especialmente referido a las condiciones edafocliméaticas en las cuales se

establecen los cultivos (Guzman-Piedrahita et al., 2009; Robles, 2011).

2.2.3. Enfermedades fungicas

Los hongos son microorganismos filamentosos simples. No tienen clorofila y dependen de
una planta hospedera para obtener su alimento. Algunas especies y géneros presentan una
gran capacidad de adaptacion y se encuentran ampliamente distribuidos globalmente
(Ampuero, 2004). Los hongos ocasionan severos dafios en los agroecosistemas del mundo
y son los responsables de una baja produccion y calidad de alimentos para el consumo
humano (Guzmaén-Piedrahita et al, 2009). Es asi que las enfermedades de origen fungico
son responsables de las mayores pérdidas reportadas en diferentes cultivos, entre ellos el
Babaco (Caguana, 2003; Ampuero, 2004).



La Enfermedad de la Marchitez Vascular del Babaco (MVB). Llamada también
tragueomicosis o tragqueobacteriosis, se la define como un complejo de trastornos
vasculares que causan un estado general de la planta que casi siempre termina con la
muerte de la misma. Ademas, las enfermedades vasculares se producen por la invasion del
fitoparasito en el sistema vascular de las plantas (xilema y floema), los cuales provocan
necrosis de las células que conforman los tejidos conductores; la necrosis es originada por
la accion directa del fitoparasito o por las toxinas que este libera. Algunas veces la
marchitez ocasiona la obstruccion de los vasos cribosos del xilema, lo que impide la normal

circulacién de agua y nutrientes (Agrios, 2005).

Los primeros sintomas que aparecen en las plantas debido a los marchitamientos vasculares
son las afectaciones en el sistema vascular de la planta, en la cual se puede observar la
pérdida de turgencia en la célula, seguido de clorosis, decaimiento general de la planta y
finalmente la muerte. Segun la naturaleza del fitoparasito se consideran dos tipos de
marchitez vascular en plantas: la traqueobacteriosis, causadas por bacterias y la
traqueomicosis, por hongos (Agrios, 2005). Como ejemplo de cada una de ellas podemos
citar la traqueobacteriosis del maiz, conocida como marchitez bacteriana o enfermedad de
Stewart y la traqueomicosis del Babaco, conocida como la Marchitez Vascular del Babaco
(MVB).

Bajo estos antecedentes, la enfermedad de la Marchitez Vascular del Babaco (MVB), se
origina en los afios de 1990 con el auge en la produccion y exportacion del Babaco hacia
mercados internacionales. En el afio de 1996 se observaron la presencia de una enfermedad
que atacaba al sistema radicular del Babaco en invernaderos de la sierra centro del pais;
esta enfermedad produjo la reduccion del cultivo en un 100 %. Acabo de corto tiempo esta
enfermedad se disemind a lo largo y ancho del pais debido principalmente al intercambio
del material vegetativo entre las diversas zonas productoras del pais, al desconocimiento
total del microorganismo que ocasionaba la MVB, a la falta de estrategias de control de
dicha enfermedad y a la forma de propagacion del Babaco (por estacas e injertos) (Ochoa et
al., 2000; Tobar, 2008).

En el afio 1999 la MVB pasé de ser una enfermedad en aisladas zonas productoras de

Babaco a ser una epifitia de grandes dimensiones que ocasionaba la destruccion total de las
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plantaciones en todo el Ecuador. Es asi que investigadores del INIAP (Instituto Nacional de
Investigaciones Agropecuarias), comenzaron a indagar sobre las condiciones en que se
desarrollaba la enfermedad de la MVB y a descubrir el microorganismo causante de la

enfermedad (Ochoa y Fonseca, 2000).

En el afio 2000, los investigadores del INIAP, Ochoa y Fonseca, lograron aislar y
caracterizar morfolégicamente el microorganismo causante de la MVB, designandole el
nombre de Fusarium oxysporum f. sp. caricae, los mismos investigadores en el afio 2004
cambian el nombre del microrganismo Fusarium oxysporum f. sp. vasconcellae, debido a
que los taxonomos reorganizaron el nombre del Babaco que anteriormente se llamaba
Carica heilbornii var. pentagona en Vasconcellea heilbornii var. pentagona (Badillo, 2001;
O'Brien, 2010; Argotti et al., 2011).

El agente causal de la MVB, son hongos pertenecientes al género Fusarium, este es un
grupo de hongos filamentosos cosmopolitas ampliamente distribuidos, naturalmente se lo
encuentra en el suelo y en ocasiones puede estar asociado a las pudriciones de raices y
tallos en muchas plantas cultivadas (Leslie and Summerell, 2006). Muchas especies del
género Fusarium son saprofitas en algunas fases de su crecimiento y patdgenas de cultivos
en otras fases (Alexopoulos y Mims, 1996). Un gran numero de especies han sido descritas
dentro del género Fusarium por diversos autores, sin embargo 70 especies son consideradas

por Leslie y Summerell (2006).

Los mecanismos de infeccion de Fusarium empiezan cuando los tubos germinales de las
esporas y la germinacion de las clamidosporas presentes en restos de cosechas anteriores o
el micelio existente en el suelo, penetran por la raiz o por alguna herida al nivel de las
raices de las plantas, extendiéndose dentro de la corteza de la raiz, a la endodermis y
Ilegando a los vasos xilémicos, a través de ellos asciendo por toda la planta, el micelio se
multiplica y produce sus primeras estructuras reproductivas (microconidios), los que causan
la obstruccion de los vasos, dando como resultado una alteracion en el volumen del agua
disponible para las hojas y el funcionamiento de toda la planta, esto trae consigo el cierre

de los estomas, las hojas se marchitan y finalmente la planta muere (Agrios, 2005).



En la absorcion de agua y nutrientes necesarios para completar su ciclo vital. Cuando el
ataque es severo estos abultamientos puede comprometer al resto de las raices proximas al

cuello de la planta, esta se vuelve débil y finalmente muere (Agrios, 2005).
2.3. PRUEBAS DE PATOGENICIDAD

Las pruebas de patogenicidad estdn muy relacionadas con los cuatro postulados de
postulados de Koch vigentes en todos los campos de aplicacion de la biologia EI primer
enunciado refleja la necesidad de la asociacién constante de un agente biotico causante de
la enfermedad con un hospedero susceptible; el segundo postulado se refiere al aislamiento
in vitro del microorganismo en ausencia de otros (cultivo axénico), su caracterizacion. El
tercer postulado describe la inoculacion en un hospedero sano, es decir el microorganismo
debe desencadenar el mismo cuadro patologico inicial (debe reproducir los mismos
sintomas); finalmente el cuarto postulado indica que los dos aislamientos (el natural y el
cultivado) deben coincidir su caracteristicas morfoldgicas, culturales y bioldgicas (Volcy,
2008). Esta metodologia consiste en la preparacion de una solucion de esporas en una
concentracion de 1 X10° Posteriormente se inocula la solucién en plantas sanas bajo
condiciones controladas. Asimismo se lleva un registro de la sintomatologia que se presenta
en la planta, para luego comprobar el agente causal mediante estudios de laboratorio
(Sarango y Palta, 2011).

Las pruebas de patogenicidad también permiten determinar cual es la variabilidad
patogénica de un agente causal dado y evaluar posibles fuentes de resistencia. Fusarium
oxysporum formae speciales difieren en sintomatologia, epidemiologia y susceptibilidad de
cultivares y puede ser distinguido por pruebas de patogenicidad con hospederos apropiados
(Cueva, 2007).

Segun estudios realizados por Ortiz (2012), revela a Fusarium oxysporum f.sp. passiflorae
como el agente causal de la marchitez por Fusarium en las pasifloraceas. De acuerdo a los
estudios realizados por Cueva (2007) citado por Ochoa y Fonseca (1998), sobre Produccion
de inoculantes a base de Trichoderma spp. , para el control de Fusarium oxysporum f.sp.
caricae en injertos de babaco al comparar con los resultados obtenidos en las pruebas de

patogenicidad de Fusarium oxysporum f. sp caricae sobre plantas de babaco se confirma
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que la cepa de Fusarium oxysporum f sp caricae es patogénica y los sintomas registrados
corresponden a la infeccion causada por el patdégeno sobre el hospedero.

2.4. TRICHODERMA COMO AGENTE DE CONTROL BIOLOGICO

Las especies de Trichoderma tienen una gran actividad antagonista sobre patégenos como
Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii, Pythium ultimum y Fusarium oxysporum, causantes
de enfermedades importantes en cultivos de rabano, clavel, crisantemo, frijol, cafeto, haba,
tomate, citricos, vasconcelleas entre otros. Durante los Gltimos afios, varios investigadores
y algunas empresas han mostrado gran interés en estudiar el potencial de Trichoderma

como controlador bioldgico de patdgenos de suelo (Tobar, 2008).

Las especies de Trichoderma se encuentran presentes en todas las latitudes, desde las zonas
polares hasta la ecuatorial. Esta distribucion tan amplia y su plasticidad ecoldgica estan
estrechamente relacionadas con la alta capacidad enziméatica que poseen para degradar
sustratos, un metabolismo versétil y resistencia a inhibidores microbianos. No obstante, se
han realizado pocos estudios acerca de la sobrevivencia, establecimiento y proliferacién de

este antagonista en la rizosfera de la planta (Martinez et al., 2013).

El principal beneficio de Trichoderma para la agricultura es el antagonismo con
microorganismos patdgenos de las plantas por su capacidad para producir secreciones
enzimaticas toxicas extracelulares que causan desintegracion y muerte en hongos
fitopatdgenos que habitan el suelo (micoparasitismo), en la degradacion de paredes
celulares de las hifas de hongos patogénicos (depredacion), en la produccion de quimicos
volatiles y antibidticos antifungales que inhiben hongos basidiomicetos (amensalismo), en
la colonizacion directa del hongo por penetracion hifal (predacion), en la competencia por
oxigeno, nutrientes y espacio en el suelo y por su gran adaptabilidad y rapido crecimiento
(Villegas, 2005).

Las cepas mas utilizadas como agentes de control bioldgico en agricultura pertenecen a
cuatro especies: Trichoderma harzianum, Trichoderma atroviridae, Trichoderma virens y

Trichoderma asperellum (Tobar, 2008).

La mayor parte de especies conocidas del género Trichoderma estan raramente asociadas

con enfermedades en plantas, sin embargo cepas Trichoderma aggressivum, ataca a hongos
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de cultivos comerciales como Agaricus y Pleurotus, en este caso es considerado un

patégeno (Galarza, 2011).

2.4.1. Clasificacion taxondémica

Segun Agrios (2005), Trichoderma se clasifica en las siguientes categorias:

Reino: Mycetae
Division: Eumycota

Subdivision: Ascomycotina

Clase: Euascomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Hypocraceae
Género: Trichoderma

Especie: Trichoderma aethiopicu, Trichoderma capillare, Trichoderma citrinoviride,
Trichoderma effusum, Trichoderma flagellatu, Trichoderma ghanense, Trichoderma
gillesii, Trichoderma gracile, Trichoderma konilangbra, Trichoderma longibrachiatum,
Trichoderma parareesei, Trichoderma pinnatum, Trichoderma pseudokoningii,
Trichoderma reesei, Trichoderma saturnisporopsis, Trichoderma saturnisporum,

Trichoderma sinense, Trichoderma solani (Samuels et al., 2012).

2.4.2. Biologia de Trichoderma

Trichoderma es un tipo de hongo anaerobio facultativo que se encuentra de manera natural
en un namero importante de suelos agricolas y otros tipos de medios tales como madera
decadente (Martinez et al., 2013). Este hongo se encuentra ampliamente distribuido en el
mundo, y se presenta en diferentes de zonas y habitats, especialmente en aquellos que
contienen materia organica o desechos vegetales en descomposicion, asi mismo en residuos
de cultivos, especialmente en aquellos que son atacados por otros hongos. Su desarrollo se
ve favorecido por la presencia de altas densidades de raices, las cuales son colonizadas
rapidamente por estos microorganismos (Poveda, 2013). Esta capacidad de adaptacion a

diversas condiciones medioambientales y sustratos confiere a Trichoderma la posibilidad
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de ser utilizado en diferentes suelos, cultivos, climas y procesos tecnoldgicos (Galarza,
2011).

Las especies de Trichoderma han logrado adaptarse a todas las clases de habitats y climas,
haciendo de ellos unos de los hongos mas versatiles del mundo. El rol de una
sobrepoblacion dominante dentro del sistema microbiano del suelo, podria ser
probablemente el por qué este hongo posee una capacidad de adaptacion metabolica
flexible lo que le confiere su naturaleza competitiva y agresiva (Galarza, 2011).

2.4.3. Caracteristicas morfoldgicas

Trichoderma forma colonias de color blanco a verde intenso que crecen rapidamente en
medios de cultivo artificiales, el color varia debido a la pigmentacion de las esporas, son
flocosas y suaves. Las colonias pueden ser compactas o sueltas, la esporulacién en la
mayoria de las especies del género Trichoderma, es favorecida por su fotosensibilidad y
como consecuencia de esto esporulan bien en varios sustratos, ya sean naturales o
artificiales (Cueva, 2007).

Las caracteristicas del género son: conidiéforo hialino muy ramificado no verticilado,
fidlides individuales o en grupos, conidios hialinos de una célula, ovoides, nacidos en
pequefios racimos terminales. Asimismo, tiene conidios de globoso a subgloboso, elipsoidal
u oblongo menores de 5 um de largo y ancho, de color verde oscuro profundo cercano a
gris pasando por verde y verde amarillo. Los conidioforos no estan bien definidos y los
conidios tienden a acumularse dentro de masas pulvinadas, los agregados formados de hifas
entrelazadas produciendo fialides. Las clamidosporas tienden a ser de globosas a
subglobosas, terminales o intercalares de tono verde y menores a 15 um de diametro
(Aceves, 2001).

2.4.4. Mecanismos de accion

Trichoderma ha sido usado para combatir enfermedades en diversos cultivos como:
algodon, ciruelos, uvas, camotes, lechuga, cebolla, arveja, manzanas y zanahorias causadas
por patdégenos como: Pythium sp., Phytophthora sp., Rhizoctonia sp., Sclerotinia sp.,
Botrytis sp., y Fusarium sp. Varios aislamientos han demostrado ser exitosos en

invernaderos y campo abierto, en el suelo y la fildsfera (Cueva, 2007).
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Los modos de accidén de estos hongos antagonistas pueden resumirse en mecanismos
directos, que engloban el micoparasitismo, la antibiosis y la competicién; e indirectos, que
incluyen la estimulacion del crecimiento y la induccién de resistencia vegetal a estres
biotico y abiotico. Todos estos mecanismos pueden darse de forma simultanea en un mismo
aislado, no siendo excluyentes ninguno de ellos. De la eficacia de cada uno de ellos o de su
combinacion dependera el éxito en la supresion de la enfermedad del aislado (Lopez,
2011).

Entre los principales mecanismos antagonicos utilizados por Trichoderma spp., se puede

mencionar los siguientes:

Antibiosis: Esta ocurre cuando hay produccion de metabolitos toxicos o antibioticos de un
organismo con accion directa sobre otro. Muchos microorganismos tienen la capacidad de
producir antibidticos en cultivos puros, lo cual es la méas fuerte evidencia de la posible
accion de este tipo de compuestos como mecanismo de ataque de Trichoderma spp., bajo
condiciones de campo. No obstante para este hongo en particular la produccion de
metabolitos esta fuertemente ligada a la produccién de enzimas propias del proceso de

micoparasitismo (Cueva, 2007).

Los metabolitos con actividad antifingica secretados por Trichoderma constituyen un
grupo de compuestos volatiles y no volatiles, muy diverso en cuanto a estructura y funcion.
Muchas cepas de Trichoderma producen estos metabolitos secundarios, algunos de los
cuales inhiben otros microorganismos, con los que no se establece contacto fisico y estas

sustancias inhibitorias fueron consideradas antibidticos (Martinez et al., 2013).

Trichoderma produce sustancias como trichodermina, dermadina, sequisterpeno,
suzukacillina, alamethicina, trichotoxina y acetaldehido, todas con propiedades
antifungosas y antibacteriales; adicionalmente enzimas como [-1,3 glucanasa, quitinasa y
celulasa son producidas por varias especies de Trichoderma que facilitan la habilidad del
antagonista para atacar un amplio rango de patdgenos ejerciendo su efecto sobre las paredes
celulares (Avila, 2010).

Trichoderma produce una variedad de metabolitos secundarios volatiles Ej: Trichoderma

koningii produce un olor a coco y no volatiles, algunos de los cuales inhiben a otros
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organismos con los cuales no establece contacto fisico. Entre las sustancias inhibidoras se
encuentran la gliotoxina, viridina y gliovirina (Cueva, 2007).

Micoparasitismo: Este es un proceso complejo en la interaccién antagonista-patdgeno, que
ocurre en cuatro etapas: Crecimiento quimiotréfico donde Trichoderma puede detectar a
distancia a sus posibles hospedantes. Reconocimiento: Se considera que existe una alta
especificidad del antagonista por su sustrato. Adhesion y enrollamiento: Ocurre por la
asociacion de un azucar de la pared del antagonista con una lectina presente en la pared del
patdbgeno y Actividad litica: Produccion de enzimas liticas extracelulares,
fundamentalmente quitinasas, glucanasas y proteasas, que degradan las paredes celulares
del patdgeno y posibilitan la penetracion de las hifas de Trichoderma (Martinez et al.,
2013).

El micoparasitismo concluye con la pérdida del contenido citoplasmético de la célula
hospedante, mostrando sintomas de disgregacion. Diferentes interacciones hifales estan
involucradas en el micoparasitismo, tales como: enrollamiento, penetracién, vacuolizacion,
granulacion, coagulacion, desintegracion vy lisis. En el parasitismo a nivel microscopico no
todas estas interacciones son siempre observadas, pues al parecer dependen del aislamiento
de Trichoderma, del patdgeno y de las condiciones del ambiente (Avila, 2010).

Competencia: Se produce cuando dos 0 mas organismos demandan un mismo recurso
vital. La competencia entre agentes de control bioldgico y el fitopatdgeno puede resultar en
control biolégico por aniquilacion de la poblacion perjudicial, y que puede favorecer a

Trichoderma spp., debido a su alta frecuencia de crecimiento y desarrollo (Cueva, 2007).

La presencia de Trichoderma en suelos agricolas y naturales en todo el mundo es una
evidencia, de que es un excelente competidor por espacio y recursos nutricionales, y de su
plasticidad ecoldgica. La competencia por nutrientes de Trichoderma, es principalmente
por carbono, nitrato y hierro. De forma general, entre las cualidades que favorecen la
competencia de este antagonista se encuentra, la alta velocidad de crecimiento que posee
gran parte de sus aislamientos y la secrecion de metabolitos de diferente naturaleza, que

frenan o eliminan a los competidores en el microambiente. Este modo de accion influye en
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bloguear el paso al patégeno y resulta importante para la diseminacién del antagonista
(Avila, 2010).

Trichoderma estd adaptado bioldgicamente para una colonizacion agresiva de nutrientes
disponibles y persistencia como clamidosporas y conidias cuando los nutrientes son
escasos. Las caracteristicas saprofiticas de este género estan reflejados en su uso como
agente de biocontrol, cuando es inducido a comenzar su crecimiento por la presencia de
nutrientes, este coloniza el sustrato rdpidamente, algunas veces empleando antibiosis o
micoparasistismo directo contra sus competidores. La competencia por nutrientes también
parece ser aqui el mecanismo mas potente empleado por algunas razas de Trichoderma para

el control de Fusarium (Cueva, 2007).

2.5. ESTUDIOS HISTOLOGICOS DE Trichoderma EN INTERACCION CON
DIFERENTES PATOGENOS EN CULTIVOS
Los hongos del género Trichoderma son cominmente utilizados para el control bioldgico
de microorganismos fitopatdgenos del suelo. Esta informacién se sustenta en los estudios
realizados por Chérif y Benhamou (1990), los cuales estudiaron los aspectos citoquimicos
de la distribucién quitina durante la accion parasitaria de Trichoderma sp., en Fusarium
oxysporum f. sp. radicis lycopersici (FORL). Los resultados obtenidos mediante la
microscopia electronica de barrido de la interaccion in vivo entre Trichoderma y FORL en
plantas de tomate, revela la produccion de metabolitos secundarios (quitinasas Yy
glucanasas) que degradan la pared celular de FORL durante la actividad microparasitaria.
Ademas estos investigadores observaron que la hifa de Trichoderma causa la inhibicion del
crecimiento de FORL cuando se realizaron las pruebas de laboratorio del enfrentamiento

dual.

Asimismo los estudios histoldgicos sobre la induccion de resistencia en plantas de tomate
contra Fusarium oxysporum f. sp. radicis — lycopersici (FORL) por Trichoderma spp.,
realizados por Hibar et al., (2007), demuestran una colonizacion intensiva de Trichoderma
spp., en todo el sistema de la raiz incluyendo la epidermis, la corteza y la endodermis. Las
hifas de FORL que lograron penetrar al tejido del hospedante se observaron una marcada
desorganizacion de su citoplasma y la descomposicion de la pared celular. Bajo estos

antecedentes podemos afirmar que Trichoderma aplicada como un biofungicida
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desencadena en los microorganismos patdégenos de plantas como FORL una respuesta del
hospedante y contribuye a restringir el crecimiento, avance Yy desarrollo del

microorganismo fitopatogeno.
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3. MATERIALES Y METODOS
31. UBICACION DEL PROYECTO

La presente investigacion se desarrollé en las instalaciones de la Universidad Nacional de
Loja; la fase de campo se la realizé en el invernadero (estructura de hormigon armado,
ventanales de vidrio y cubierta de fibra de vidrio) del Area Agropecuaria y de Recursos
Naturales Renovables y la fase de laboratorio se la cumpli6 en el Centro de Biotecnologia.

3.1.1. Ubicacidn ecoldgica de la Argelia

Posee una precipitacion de 800 milimetros de promedio anual, 16° C de temperatura media

anual y una zona de vida, segun Holdridge, bosque seco montano bajo (bs-MB).

3.1.2. Ubicacion politica

La Universidad Nacional de Loja se encuentra ubicada en el barrio la Argelia; parroquia
San Sebastian, Cantdn Loja, perteneciente a la provincia de Loja, en el sur del Ecuador
(Figura 1).
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GALAPAGOS >

OCEANO*
PACIFICO {

Ubicacion de
la

o investigacion

Figura 1. Mapa de ubicacidn de la investigacion.

Fuente: CINFA, 2014.
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3.1.3. Ubicacién geografica del invernadero

Latitud: 04° 08’ 04” Sur
Longitud: 79° 12° 4,3 “Oeste
Altitud: 2170 msnm.

3.1.4. Laboratorio de Biotecnologia

El laboratorio de Biotecnologia se encuentra ubicado al sur de la ciudad y cantén Loja en la
parroquia San Sebastidn. Geograficamente se encuentra en las siguientes coordenadas:
Latitud 04° 08" 00” S, Longitud 79° 12’ 00” W y una Altitud de 2134 msnm (CINFA,

2012).

3.2. MATERIALES

En la presente investigacion se utilizé los siguientes materiales y equipos que se detallan a

continuacion:

3.2.1. Material de laboratorio

Materiales y productos: Medios Papa Dextrosa Agar (PDA) y Caldo Papa Dextrosa
(CPD), agua destilada, tubos de ensayo, estufa, bafio maria, matraz, varilla de agitacion,
espatula, masking, algoddn, alcohol potable, alcohol industrial, plato caliente, balanza
analitica, bisturi, haza microbiologica, pinzas, parafina, vortex, incubadora orbital, gradillas
para tubos de ensayo, matraz, erlenmeyer, vasos de precipitacion, cajas de Petri, papel
aluminio, guantes quirargicos, mascarillas, papel de filtro, cubre y porta objetos, tubos
eppendoff, gasa, camara de Neubauer, mecheros, autoclave, microscépicos, camara

fotografica, guantes plasticos, pipetas, probetas.
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3.2.2. Material de campo

GPS, camara fotografica, palas, podadora, fundas plasticas, sacos, bombas de fumigar,
insumos quimicos, regaderas, carretilla de desinfeccion al vapor, tierra, arena silica y turba,

escalas de evaluacion externa propuesta por Veintimilla (2007).

3.2.3. Material de escritorio

Computadora, libreta de campo, registros y documentos digitales.
3.3. METODOLOGIA

Para el desarrollo del presente trabajo fue necesario optar por la seleccion, utilizacién,
aplicacion pertinente y secuencial de una serie de métodos; los mismos que permitieron
seguir los procedimientos adecuados para la realizacién del trabajo en curso y asi cumplir

con los objetivos planteados, los cuales se mencionan a continuacion:

3.3.1. Metodologia para el primer objetivo
“Evaluar la Incidencia y Severidad de la Marchitez Vascular del Babaco (MVB) en la

provincia de Loja”.

3.3.1.1. Determinacion de los sitios de estudio

Para evaluar la incidencia y severidad se traslad6 a los sitios donde se ha identificado la
presencia de la MVB, en estudios anteriores Gomez y Macas (2014) (Cuadro, 1) y (Figura,
2). Ademas se realizd una observacién visual y se evidenci6 la sintomatologia en las
plantas de Babaco, utilizando una escala descriptiva de evaluacion (Cuadro 2). Cada

observacién fue acompariada de una descripcion detallada del lugar evaluado (Cuadro 3).
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Figura 2. Ubicacion de los sectores donde se identifico la presencia de la MVB en la

provincia de Loja.
Fuente: CINFA, (2014).

Cuadro 1. Sectores donde se identificé la presencia de la MVB en provincia de Loja.

LOsA

MALACATOS

VR CARANMEBA

VANGANA

Cantoén Parroquia Localidad
Loja El Valle Amable Maria
El Alumbre
Loja Chantaco Reymincha
El Carmelo
Saraguro  Tenta Cochapamba
Saraguro Tuncarta
Quisquinchir

Las Lagunas

Fuente: Gémez y Macas, (2014).
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3.3.1.2. Determinacion de la incidencia

Se calcul6 la proporcion de plantas enfermas respecto al total de plantas presentes en cada
una de las localidades en estudio, la que se expresé en porcentaje. Al final se calculo un
valor de incidencia promedio por cada sitio, para lo cual se empled la siguiente Ecuacion
1.1 (Cooke, 2006):

n
I(%)ZNX1OO

Donde: |1 (%) = Incidencia; n = nimero de plantas enfermas y N = nimero de plantas total

evaluadas.

3.3.1.3. Determinacion de la severidad

Para evaluar la severidad, se gener6 una escala cualitativa provisional para poder
determinar los porcentajes de dafio ocasionados por la enfermedad. Esta escala cualitativa
de severidad, consistié en cinco clases segun el progreso que present6 la enfermedad en la
planta. Los grados son presentados en el Cuadro 1, donde se utilizaron indicadores
numéricos para la severidad de la Marchitez Vascular del Babaco, similares a los utilizados

por Cueva (2007). La severidad fue calculada con la siguiente Ecuacion 1.2:

Y(axb)
0h) = ——— 1
S (%) N K x100
Donde: S (%) = Severidad, a = total de plantas en cada grado de la escala; b = grado de la
escala correspondiente; N = nimero de plantas total evaluadas K= grado méaximo de la

escala (K=5) (Townsend y Heuberger 1943).
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Cuadro 2. Escala de evaluacion de la severidad externa.

Nivel Sintomas

0 Planta sana

1 Clorosis inicial de las primeras hojas bajeras.

2 Clorosis intensa de aproximadamente el 50 % del follaje. Defoliacion
moderada.

3 Clorosis total del follaje. Defoliacion severa. Bandas olivaceas longitudinales y
deprimidas en el tallo.

4 Plantas completamente defoliadas. Necrosis descendente desde el apice del

tallo (muerte de la planta)

Fuente: Cueva, (2007).

Cuadro 3. Datos tomados en la evaluacion de la incidencia y severidad de la Marchitez

Vascular del Babaco.

A) Datos Generales:

Muestra No: Cultivo hospedero:
Localidad: Edad del cultivo:
Coordenadas geograficas Cultivos anteriores:
Fecha de observacion: Duefio del predio:

B) Apariencia general del cultivo

Marchitez: Tizones:
Amarillamiento: Desarrollo anormal:
Areas muertas: Otros:

Manchas foliares:
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C) Partes atacadas de las plantas

Raiz: Brotes o tallos:
Hojas: Flores
Frutos:

D) Distribucion de la enfermedad

Plantas aisladas: Manchones o grupos de plantas:
Areas Grandes: Areas pequefias
Bandas o franjas: Borde de cultivo

3.3.2. Metodologia para el segundo objetivo
“Determinacion del biocontrol de Fusarium spp., en interaccién con Trichoderma spp.,
causantes de la Marchitez Vascular del Babaco (MVB), mediante pruebas de inoculacion

bajo condiciones controladas”.

3.3.2.1. Aislados de Fusarium y Trichoderma spp.

Se utilizaron dos aislados purificados de Fusarium oxysporum causantes de la Marchitez
Vascular del Babaco, estos fueron seleccionados por presentar patogenicidad alta y baja, en
estudios anteriores (Armijos y Salinas, 2014; Gémez y Macas, 2014). En cambio, el aislado

de Trichoderma spp., fue caracterizado morfo-cultural por Villa, (2015) (Cuadro 4).

Cuadro 4. Caracterizacion morfo-cultural, molecular y patogénicamente de Fusarium

oxysporum y Trichoderma spp.

o ) Pares de y Identidad )
Cadigo de Aislado Accesion Especie
Bases (Blastn)
CHAl 364 bp KF214790 100% Fusarium oxysporum
QuI2 366 bp KF214790 100% Fusarium oxysporum
ECM6 Trichoderma spp.

Leyenda: Chantaco (CHAL), Quisquinchir (QUI2), y ElI Carmelo (ECM®).
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3.3.2.2. Material vegetal
Se utilizaron 42 plantas de Babaco de 60 dias después de la siembra (dds). Todas las

plantas se las sometieron a un periodo de cuarentena de 60 dias (Cuadro 5).

Cuadro 5. Actividades desarrolladas en la etapa de cuarentena.

Tiempo Objetivo Producto Dosis
10 dias Insectos (mosca blanca) Bala 55 1,5-2 Kg/ha
- 0
15 dias Enfermedades Oidium (Azufre 80% cup) 1,5-2 Kg/ha
30 dias Fertilizacién Abonagro 1 Kg/200l agua
Riego 2 veces/semana Agua 0,5 I/planta

3.3.2.3. Cultivo y multiplicacion de los aislamientos de Fusarium spp.

Se cultivaron colonias puras de los dos aislados de Fusarium spp., en medio Papa-
Dextrosa-Agar (PDA), conservadas en aceite mineral; mediante la extraccion aseptica de
las estructuras infectivas (microconidias, macroconidias y clamidosporas) de Fusarium

causante de la Marchitez VVascular del Babaco.

Las estructuras del patégeno fueron transferidas para inocular en cajas de Petri que
contenian PDA, a continuacion cada caja fue rotulada, registrada y sellada con papel de
Parafilm en condiciones asépticas en una camara de flujo laminar horizontal vy
posteriormente almacenado a 28°C por dos semanas en una incubadora, para el crecimiento
y esporulacion de las colonias de Fusarium. Al cabo de este periodo, se procedio a la
inoculacion de los dos aislados en medio liquido Caldo de-Papa-Dextrosa (CPD). En
primer lugar, se realizé un pre-inéculo en 10 cm® de medio de cultivo Caldo-Papa-Dextrosa
(CPD) en tres tubos de ensayo de 20 cm?® por cada cepa, para la inoculacion de Fusarium
oxysporum mas patogénico (QUI2) y Fusarium oxysporum menos patogenico (CHAL),

luego se las incub6 por 14 dias a +30°C y a 300 rpm en una incubadora tipo Shaker.
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Después de observar un buen crecimiento de cada una de las cepas se transfirid todo el
contenido de los tubos de ensayo a un matraz de 800 cm?® con medio de cultivo CPD.

3.3.2.4. Cultivo y multiplicacion de los aislamientos de Trichoderma spp.

La colonia pura de Trichoderma spp., fue cultivada en PDA, el indculo se obtuvo a partir
de colonias conservadas en PDA, conservadas en aceite mineral; los aislados fueron
cultivados en cajas de Petri que contenian medio PDA, cada caja de Petri fue rotulada,
registrada y sellada con papel Parafilm en condiciones asépticas en una camara de flujo
laminar horizontal y posteriormente almacenado a 28°C por una semana en una incubadora,
para el crecimiento y esporulacion de las colonias de Trichoderma spp. Al finalizar este
periodo, se procedié a la inoculacion del aislado en medio liquido Caldo de-Papa-Dextrosa
(CPD). En primer lugar, se realizé un pre-inéculo en 10 cm® de medio de cultivo Caldo-
Papa-Dextrosa (CPD) en tres tubos de ensayo de 20 cm® cada uno, para la inoculacién de
Trichoderma spp., con mayor cantidad de conidios (ECM®), luego se las incubd por 14 dias
a +30°C y a 300 rpm en una incubadora tipo Shaker. Después de observar un buen
crecimiento de la cepa se transfirié todo el contenido de los tubos de ensayo a un matraz de

800 cm?® con medio de cultivo CPD.

3.3.2.5. Preparacién de la suspension de esporas de Fusarium spp., y Trichoderma
spp.

Trascurrido 14 dias de incubacion en medio liquido, se filtré 2 ml de cada una de las cepas
en tubos eppendorff. Una vez obtenida la suspension de esporas, se prosiguié al conteo de
las Unidades Formadoras de Colonias (UFC) utilizando un hematocimetro de Neubauer en
un microscopio Olympus Serie: 1D81617, Japon con aumento de 40X. Donde se realizo el
conteo de la cantidad de conidios en la camara de Neubauer (Anexo 1). Para ello se utilizo
la Ecuacion 1.3 propuesta por Rojas-Trivifio (2011):

CC=>n(5X10000)
Doénde:

CC = Concentracion en la camara
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>'n = Sumatoria de células en los cinco cuadrantes
(5 X 10 000) = Constante.

Se ajustaron todas las concentraciones en una proporcién de 1x10° por mI™ UFC (Unidades

Formadoras de Colonias), aplicando la Ecuacién 1.4 citada por Castellanos et al., (2011):
Vincial X Ciniciat = Vfinal X Cfinal

Dénde:

Vinicia= Volumen inicial del inéculo que deseamos preparar

Cinicia= Concentracion inicial del indculo

Vsinai= Volumen final del inoculo que deseamos preparar

Crinai= Concentracion final deseada del inoculo (1 X 10°).

3.3.2.6. Inoculacion de raices en plantas de Babaco, con Fusarium spp., Yy
Trichoderma spp.

Se utilizaron 42 plantas de 60 dias después de la siembra (dds), en invernadero fueron

inoculadas con suspensiones conidiales de las dos cepas de Fusarium oxysporum (QUI2 y

CHAL), una cepa de Trichoderma (ECMB®6) y un testigo (agua destilada estéril). EI ensayo

del biocontrol se realizé bajo un disefio completamente al azar con seis tratamientos (una

planta por tratamiento) y siete repeticiones. Los tratamientos utilizados fueron (Cuadro 6):

TO = Inoculacién con agua destilada (Testigo).

T1 = QUI2 (Quisquinchir) Fusarium oxysporum [patogenicidad alta]

T2 = CHAL (Chantaco) Fusarium oxysporum [patogenicidad baja].

T3 = ECMBG6 (EI Carmelo) Trichoderma spp [mayor cantidad de conidios].

T4 =QUI2 Fusarium oxysporum [patogenicidad alta] + ECM®6 Trichoderma spp [mayor

cantidad de conidios].

T5 = CHAL Fusarium oxysporum [patogenicidad baja] + ECM6 Trichoderma spp [mayor

cantidad de conidios].
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Cuadro 6. Distribucion de los tratamientos bajo invernadero.

| 1 11 v V Vi VI

T0 T3 T1 T5 T2 T4 TO
T3 T1 TS5 T2 T4 TO T3
T1 T5 T2 T4 T0 T3 Tl
T5 T2 T4 T0 T3 Tl T5
T2 T4 T0 T3 T1 T5 T2
T4 T0 T3 T1 T5 T2 T4

La inoculacion se la realizd de la siguiente manera: El tratamiento testigo (T0), el sistema
radical de las plantulas se sumergio en una maceta que contenia 2000 ml de agua destilada
esteril durante 10 minutos. Posteriormente, el sistema radical de las plantulas de Babaco del
tratamiento T1, fue inoculada por sumersién en 2000 ml de suspensién conidial de la cepa
de Fusarium oxysporum mas patogénico (QUI2) a una concentracién de 1x10° UFC/ml
durante 10 minutos. Asimismo, con el tratamiento T2 (cepa de Fusarium oxysporum menos
patogénico CHAL) y el tratamiento T3 (cepa de Trichoderma ECM®6). En cambio, los
tratamientos T4 y T5; se realiz6 primero la inoculacion con cada una de las cepas de
Fusarium durante 10 minutos y después de 30 minutos se inocularon con la cepa de
Trichoderma por 10 minutos; de acuerdo a los tratamientos y a la distribucion de los
mismos (Cuadro 5). Finalmente, las plantas de Babaco inoculadas fueron trasplantadas en
contenedores plasticos de 2 kg de capacidad que contenian una mezcla esterilizada de
tierra, arena y tuba en una relacién 2:1:1. El sustrato se esterilizé mediante vapor himedo a

una temperatura de + 200°C durante 4 horas.

Todas las unidades experimentales se regaron con 400ml de agua destilada al momento de
la inoculacion y posterior a esta, siguiendo el calendario previamente establecido, bajo

condiciones de invernadero.

3.3.2.7. Evaluacidn de la severidad de la enfermedad
La severidad de la enfermedad se evalu6 por el grado de dafio expresado en sintomas
externos, los cuales fueron estimados visualmente segun la escala propuesta por Cueva

(2007) (Cuadro 7). Los sintomas externos se evaluaron desde el dia posterior a la
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inoculacién hasta los 40 dias ddi. Las plantas fueron cortadas, para realizar los estudios
histoldgicos. Cabe recalcar, que para la evaluacion de la severidad solo se tomaron en
cuenta los tratamientos T1, T2, T4 y T5 y para los estudios histolégicos, se tomaron en

cuenta todos los tratamientos. La severidad fue calculada con la siguiente Ecuacion 1.5:

x(axb)

00
Nx K

S (%) =

Donde: S (%) = Severidad, a = total de plantas en cada grado de la escala; b = grado de la
escala correspondiente; N = namero de plantas total evaluadas K= grado maximo de la
escala (K=5) (Townsend y Heuberger 1943).

Cuadro 7. Escala de evaluacion externa de la Marchitez VVascular del Babaco.

Nivel Sintomas

0 Planta sana.
1 Clorosis inicial de las primeras hojas bajeras.

5 Clorosis intensa de aproximadamente el 50 % del follaje. Defoliacion
moderada.

3 Clorosis total del follaje. Defoliacion severa. Bandas olivaceas longitudinales
y deprimidas en el tallo.

4 Plantas completamente defoliadas. Necrosis descendente desde el apice del
tallo (muerte de la planta).

Fuente: Cueva, (2007).

3.3.3. Metodologia para el tercer objetivo
“Realizar estudios histologicos de la interaccion Fusarium-Trichoderma-Babaco en

diferentes estadios de crecimiento de la planta”.

3.3.3.1. Material vegetal
Se procesaron muestras de Babaco con infecciones inducidas por Fusarium oxysporum,
Trichoderma spp., e interaccion Fusarium-Trichoderma. Las muestras con infecciones

inducidas con Fusarium oxysporum, se realizd un muestreo destructivo. En cambio, las
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muestras con infecciones inducidas con Trichoderma, se realiz6 un muestreo fitoprotector,

todos estos muestreos se realizaron a nivel histolégico.

El material vegetal producto del segundo objetivo, sirvio para la realizacion de los estudios
histolégicos. De acuerdo a cada tratamiento, se procedié a seleccionar una planta de
referencia. Es asi que, se lavaron las raices con bastante agua para eliminar las impurezas,
luego se disectaron en una region comprendida desde la base de la raiz hasta 10 cm. El
material recolectado se prepard para los estudios histoldgicos de acuerdo a la siguiente

metodologia propuesta por Ortiz (2012):

Corte: Se procedio a obtener una muestra del tallo cortandolo en forma cubica en el cual se

realizo cortes transversales de la muestra en el microtomo de un grosor de 10 pm.

Fijacion: Las muestras cortadas se las ubicé en cajas Petri que contenian acido acético al

5% por un tiempo de 5 minutos.

Coloracion: Se utiliz6 el colorante azul de toluidina a una concentracion del 0.03%, y se
sumergio las muestras por 5 min. Posteriormente, las muestras se pasaron a una solucién de

verde malaquita al 0.3% por 5 minutos.

Montaje: Con la muestra tinturada, se realizaron los montajes en portaobjetos con
glicerina, se colocd el cubreobjetos y se realizd el respectivo etiquetado, para su posterior

observacion.

Observacion: Todos los montajes, fueron observados en el microscopio 6ptico (EVOS), el
cual permitié observar los diferentes cambios morfoldgicos de las células y los tejidos
vegetales por accién de la interaccion entre microorganismos fitopatdgenos vy

biocontrolador en el sistema in vivo del Babaco.
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4. RESULTADOS

4.1. EVALUACION DE LA INCIDENCIA Y SEVERIDAD DE LA MARCHITEZ
VASCULAR DEL BABACO (MVB) EN LA PROVINCIA DE LOJA

En los nueve lugares de muestreo, se observé una alta incidencia de la Marchitez Vascular
del Babaco (MVB) en un rango comprendido de 66,7 al 100%. En el sitio Cochapamba se
observé una incidencia del 75,6% en 3400 de 4500 plantas de Babaco. Asimismo, en el
sitio Quisquinchir se observd una incidencia de 66,7% en 800 de 1200 plantas, Las
Lagunas, un 86,7% en 1300 de 1500 plantas, Tuncarta, un 100% en 3050 plantas.
Chantaco, un 80% en 1000 de 1250, EI Carmelo, 100% en 4610 plantas, Reymincha 100%
de 250 plantas. En Amable Maria 100% en 1200 plantas y en EI Alumbre 100% de 300
plantas (Figura 3).

120

100
80
60
= INCIDENCIA
40
20
0 .
coc Qul LAG TUN CHA ECM REY AML ALU

Sitios de evaluacion

enfermedad

Porcentaje de incidencia dela

Figura 3. Incidencia de la Marchitez VVascular del Babaco en la provincia de Loja
Leyenda: (COC) Cochapamba, (QUI) Quisquinchir, (LAG) Las Lagunas, (TUN)
Tuncarta, (CHA) Chantaco, (ECM) EI Carmelo, (REY) Reymincha, (AML) Amable
Maria y (ALU) EI Alumbre.

La severidad no se determind por unidades de muestreo, como en el caso de la incidencia,
en este caso se tomaron el nimero total de plantas evaluadas en los nueve sitios estudiados.
Es asi, que en el sitio de estudio Cochapamba, se determin6 que de 4500 plantas evaluadas,
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fueron considerados en la clase tres, cuatro y cinco de la escala de dafio utilizada, la cual
represent6 un 47.3 % de severidad.

En el sitio Quisquinchir de 1200 plantas evaluadas, fueron consideradas en la clase dos,
tres, cuatro y cinco, representa un 31,7% de severidad. En Las Lagunas de 1500 plantas, se
ubicaron en la clase una, tres, cuatro y cinco, representa el 52,8% de severidad. En Tuncarta
de 3050 plantas evaluadas, las que se ubican en la clase uno, dos, tres, cuatro y cinco,
representan 44,8% de severidad. En Chantaco de 1250 plantas, las que se encuentran en la
clase cuatro y cinco, representan 55,2% de severidad. En ElI Carmelo de 4610 plantas
evaluadas, las que se situaron en la clase dos, tres, cuatro y cinco, representan 62,7% de
severidad. En Reymincha de 250 plantas evaluadas, las que se dispusieron en la clase
cuatro y cinco, representan 72% de severidad. En el sitio Amable Maria de 1200 plantas
evaluadas, las que se encuentran en la clase tres, cuatro y cinco, representan el 63,3% de
severidad. Finalmente, en el sitio EI Alumbre de 300 plantas evaluadas, las que se ubicaron

en la clase tres y cuatro, representan 73,3% de severidad (Figura 4).
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Figura 4. Severidad de la Marchitez VVascular del Babaco en la provincia de Loja

Leyenda: (COC) Cochapamba, (QUI) Quisquinchir, (LAG) Las Lagunas, (TUN)
Tuncarta, (CHA) Chantaco, (ECM) El Carmelo, (REY) Reymincha, (AML) Amable Maria y
(ALU) EI Alumbre.
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4.2. DETERMINACION DEL BIOCONTROL DE Fusarium spp., EN
INTERACCION CON Trichoderma spp., CAUSANTES DE LA MARCHITEZ
VASCULAR DEL BABACO (MVB), MEDIANTE PRUEBAS DE INOCULACION
BAJO CONDICIONES CONTROLADAS.

Los resultados del analisis estadistico detectaron diferencias significativas para los
tratamientos (p<0.05) T1, T2, T4 y T5, a partir de los 20 ddi se observa que el T5
(CHA1+ECMSG6) present6 un rango de severidad de 3.6%, estas plantas presentaron menor
clorosis foliar y marchitez, en comparacion con los demas tratamientos, seguido el
tratamiento T4 (QUI2+ ECMS6), presentd un rango de severidad de 4.1%. A los 40 ddi el
tratamiento T1 (QUI2) presentd un porcentaje de severidad del 10.7%, obteniendo una
mayor agresividad de la enfermedad causando la mayor clorosis foliar, marchitez, seguida
de necrosis y una fuerte defoliacion, lo que ocasion6 la muerte de algunas plantas (Figura
5).
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Figura 5. Severidad de los tratamientos con dos cepas de Fusarium oxysporum y una cepa
de Trichoderma spp., sobre la Marchitez Vascular en el invernadero del AARNR.

Leyenda: Chantaco (CHAL), Quisquinchir (QUI2), y ElI Carmelo (ECM®).
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4.3. REALIZACION DE ESTUDIOS HISTOLOGICOS DE LA INTERACCION
Fusarium-Trichoderma-Babaco EN DIFERENTES ESTADIOS DE CRECIMIENTO
DE LA PLANTA.

4.3.1. Histologia en plantas sanas de Babaco (testigo)

No se observaron diferencias estructurales entre cortes transversales de la base de la raiz y
del cuello de la raiz. El tejido epidérmico estuvo formado por una capa uniestratificada de
células alargadas y cuticula gruesa (Figura 6A y B). En la corteza, constituida por varios
estratos de células parenquimatosas poliédricas (Figura 6B). El sistema vascular estuvo
compuesto por epidermis, floema, vasos xilémicos, células parenquimatosas y médula y se

encuentran perfectamente limpios, tipico de una planta sana (Figura 6A, By C).

. .

N

Figu 6. A) Tejids sanos de la base y cuello de una raiz e Babaco. Ep

Epidermis, Vx Vasos del xilema, FI Floema y Me Médula (4x) Loja, 2015.
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Figura 6. C) Tejidos sanos de la base y cuello de una raiz en Babaco. Cp

Células parengquimatosas (40x) Loja, 2015.
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4.3.2. Histologia en plantas de Babaco con infecciones inducidas de Fusarium
oxysporum (QUI2 y CHAL1), bajo invernadero

Para la cepa QUI2 Fusarium oxysporum (patogenicidad alta), se observaron alteraciones
estructurales en los tejidos radicales del Babaco, como la plasmolisis en algunas células
parenquimatosas de corteza y xilema (Figura 7A, B y C). Ademas, se observa la
colonizacion total de los haces vasculares y del parénquima, debido a la colonizacion total
del patdgeno, nétese que los radios del parénquima se encuentran obstruidos y no se puede
observar claramente las células parenquimatosas. Asimismo, se observa la colonizacion de
los vasos xilémicos por parte del patdgeno y la desorganizacion de las células, lo que ha
implicado el descenso de la pared celular. Ademas, el floema presenta procesos de
hipertrofia e hiperplasia y se observa la formacion de geles en la base del tallo de una

planta infectada (Figura 7C).
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Figura 7. A) Tejidos infectados con Fusarium oxysporum (QUI2) de la base y
cuello de una raiz en Babaco, Vx Vasos del xilema, Cp Células parenquimatosas

(4x) Loja, 2015.
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cuello de una raiz en Babaco, Ep Epidermis, Vx Vasos del xilema, Cp Células

parenquimatosas, Hp Hifas del patégeno (10x) Loja, 2015.

Figura 7. C) Tejidos infectados con Fusarium oxysporum (QUI2) de la base y
cuello de raiz en Babaco, Cp Células parenquimatosas, Hp Hifas del patdgeno Fg
formacion de geles y Hx hipertrofia del xilema (40x) Loja, 2015.
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Para la cepa CHALl Fusarium oxysporum (patogenicidad baja), en los tejidos
meristematico, epidérmico, cortical, vascular y medular, no se encontraron signos del
hongo, ni alteraciones estructurales severas, excepto plasmolisis en ceélulas
parenquimatosas de corteza y xilema. Estos resultados contrastan la hiperplasia (en tejido
meristematico, epidérmico, cortical y floema), hipertrofia (célula parenquimatosas, necrosis
de la tlnica y corteza) y desorganizacion celular (zona de meristemo, xilema) (Figura 8A, B

y C)

Figura 8. A) Tejidos infectados con Fusarium oxysporum (CHAL), Hx

Hiperplasia del xilema Hcp Hiperplasia de las células parenquimatosas, Fg
formacion de geles y Dcp Desorganizacion de las células parenquimaticas (4x)
Loja, 2015.
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Figura 8. B) Tejidos infectados con Fusarium oxysporum (CHAL), Cp Células

parenquimatosas, Hx Hiperplasia del xilema y Dcp Desorganizacion de las células

parenquimaticas (10x) Loja, 2015.

Figura 8. C) Tejidos infectados con Fusarium oxysporm (CHAL1), Pc Plasmolisis

celular y Dcp Desorganizacion de las células parenquimaticas (40x) Loja, 2015.
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4.3.3. Histologia en plantas de Babaco con inoculaciones inducidas de Trichoderma
spp., (ECMG6), bajo invernadero

En los tejidos inoculados con Trichoderma se observa la vigorosidad de los tejidos
vegetales no se observa ninguna alteracion en el cuello y base de la raiz, ni en el floema,
vasos xilémicos. La colonizacion implica una habilidad de reconocimiento y adherencia a
la raiz del Babaco (Figura 9A, By C).

Células parenquimatosas (4x) Loja, 2015.
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Figura 9. B) Tejidos inoculados con Trichoderma spp. (ECM6), FI Floema y Cp

Células parenquimatosas (10x) Loja, 2015.

> i R34 Gl . :
Figura 9. C) Tejidos inoculados con Trichoderma spp. (ECM6), Vx Vasos del

xilema (40x) Loja, 2015.
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4.3.4. Histologia en plantas de Babaco con inoculaciones inducidas de Trichoderma
spp (ECM6) y Fusarium oxysporum (QUI2 y CHAL), bajo invernadero

El desarrollo de Fusarium se encuentra restringido en la base del tallo y en las capas
externas de las raices el engrosamiento y oclusion de los espacios intercelulares que
impiden la entrada de Fusarium (Figura 10A, B, C, D, Ey F).

LS )

; by & 1S~ [ R0 b o IS
Figura 10. A) Tejidos inoculados con Fusarium oxysporum (patogenicidad alta) +
Trichoderma spp. (QUI2+ ECMG6), FI Floema, Vx Vasos del xilema y Ep
Epidermis (4x) Loja, 2015.
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Figura 10. B) Tejidosinoculados con Fusarium oxysporum (patogenicidad alta) +

Trichoderma spp. (QUI2+ ECM6), Cp Células parenguimatosas y Vx Vasos del
xilema, (10x) Loja, 2015.

Trichoderma spp. (QUI2+ ECM®6), Cp Células parenquimatosas (40x) Loja, 2015.
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Figura 10. D) Tejidos inoculados con Fusarium oxysporum (patogenicidad baja) +

Trichoderma spp., Vx Vasos del xilema (10x) Loja, 2015.

44



Figura 10. F) Tejidos inoculados con Fusarium oxysporum (patogenicidad baja) +

Trichoderma spp. FI Floema, Cp Células parenquimatosas y Vx Vasos del xilema
(40x) Loja, 2015.
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5. DISCUSION

5.1.Evaluar la Incidencia y Severidad de la Marchitez Vascular del Babaco (MVB) en

la provincia de Loja

No existen reportes algunos sobre el estudio de la incidencia y severidad de la MVB en la
provincia de Loja a nivel de campo abierto o invernadero para poder realizar las respectivas
comparaciones, no obstante, los incrementos de los niveles de incidencia y severidad de la
enfermedad en el desarrollo de la Marchitez Vascular del Babaco, estan estrechamente
relacionados con la temperatura y humedad relativa. Las diferencias de incidencia y
severidad en los sitios de estudio se deben a las condiciones de cada uno de los factores.
Ademas, La humedad del suelo, las condiciones ambientales (temperatura, humedad
relativa), la textura del suelo, vegetacion, la topografia terreno y cantidad de inoculo
(clamiddsporas) en el suelo; son las condiciones favorables para el incremento de la

incidencia y severidad de la Marchitez Vascular del Babaco (Agrios, 2005).

En el canton Loja, los barrios Amable Maria y EI Alumbre y de la parroquia Chantaco,
sector EI Carmelo y Reymincha, estos lugares estan situados a una altitud que varia entre
2200 a 2723 msnm, con una temperatura que va de 8 a 21°C y la humedad relativa es del 74
al 80%. En cambio el cantdn Saraguro en los sectores de Cochapamba, Quisquinchir, Las
Lagunas y Tuncarta, estos lugares se encuentran a una altitud de 2500 a 3800 msnm, con
una temperatura que oscila de 8 a 27°C y una humedad relativa de 80 a 88% (Torres y
Duche, 2012; Castillo, 2012). Segln la observacién visual de los sintomas y la aplicacién
de la escala de evaluacion de la MVB, en el canton Loja la incidencia alcanza un promedio
de 96% vy severidad del 65%. En comparacion con el canton Saraguro, que tuvo una

incidencia promedio de 82% y una severidad de 44%.

La explicacion que se le puede atribuir al incremento de la incidencia y severidad en el
canton Loja, seria a que los cultivos de Babaco evaluados se encontraban en campo abierto
sin ninguna medida de control para la MVB. En cambio, en el canton Saraguro el sistema
de cultivo de Babaco se encuentra bajo invernadero y con la aplicacion de productos
quimicos para controlar las plagas y enfermedades, especialmente la MVB lo que haya

podido contribuir a disminuir en algo la enfermedad. No obstante, Gonzales et al. (2012), y
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Garcés de la Granada et al. (2001), afirman que las especies del genero Fusarium se
desarrollan a una temperatura de 20 a 25°C vy una humedad relativa alta, para poder

infectar los tejidos de las plantas y puedan germinar sus estructuras reproductivas

5.2.Determinar el biocontrol de Fusarium spp., en interaccion con Trichoderma spp.,
causantes de la Marchitez Vascular del Babaco (MVB), mediante pruebas de

inoculacion bajo condiciones controladas

De acuerdo al andlisis de los resultados en el biocontrol de la MVB, no se encontraron
diferencias significativas en los primeros periodos de evaluacién (dia 1, 5, 10, y dia 15).
Aparentemente hubo un efecto de Trichoderma sobre Fusarium causante de la MVB. Sin
embargo, existen diferencias significativas a partir del periodo de evaluacién a 20, 25, 30,
35 y 40 dias de evaluacion. Posiblemente el aparente efecto benéfico del hongo
Trichoderma se debe como sefiala a Cueva (2007), que las aplicaciones de Trichoderma
spp inducen un sistema de defensa de la planta de Babaco en contra de Fusarium el cual

tiene un efecto inhibitorio en la reduccion de la enfermedad de la MVB.

Los resultados en este trabajo de investigacion, resaltan los bajos valores de severidad de la
enfermedad observados en las plantas tratadas con Trichoderma spp., se ha reportado que
especies del genero Trichoderma (Trichoderma koningii, Trichoderma album), pueden
favorecer el crecimiento de las plantas cuya rizésfera colonizan (Cueva, 2007). Ademas,
varias especies de Trichoderma son capaces de competir y desarrollar su micelio alrededor
de las hifas del patdgeno previniendo su penetracion (Druzhinina et al., 2006; Druzhinina et
al., 2011; Belayneh et al., 2013). Asimismo pueden promover cultivos sanos debido a
diferentes mecanismos, tales como la supresion de algunos patogenos mediante la
produccién de antibidticos, un estimulo de las defensas de las plantas hospederas previo a
la infeccidn y la mayor absorcién de nutrientes (Anjaiah et al., 2001; Harman et al., 2012).
Posiblemente, la conjuncién de estos mecanismos permitid que se propiciara un
crecimiento vigoroso de las plantas y una mayor resistencia a la infeccion por Fusarium
spp., asi como una mayor fitoproteccion de las plantas inoculadas con el patdgeno y sin

medidas de control.

47



Hay estudios en otros cultivos y con otros patdgenos realizados por Gonzalez-Céardenas et
al., (2005) reportaron que la cepa de Trichoderma spp., aislada de Veracruz, México resulto
efectiva para controlar a Fusarium oxysporum causante del damping-off en plantulas de
papaya. Asimismo, tenemos los estudios realizados por Guédez et al., (2012) quienes
utilizaron seis cepas de Trichoderma harzianum en el control in vitro de un complejo de
hongos (Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii y Fusarium oxysporum) causantes de
pudriciones radiculares en plantulas de tomate logrando disminuir la incidencia en los tres
microorganismos patdgenos en un rango comprendido de 71 a 80%. Todos los estudios
citados demuestran que los diferentes aislados de Trichoderma son promisorios para el
control de microorganismos fitopatégenos y ademas, estimulan el crecimiento y la

resistencia sistémica adquirida en las plantas.

5.3.Realizar estudios histoldgicos de la interaccion Fusarium-Trichoderma-Babaco en
diferentes estadios de crecimiento de la planta
5.3.1. Histologia en plantas sanas de Babaco y en plantas con infecciones inducidas

de Fusarium oxysporum (QUI2 y CHA1), bajo invernadero

En los estudios histoldgicos, se realizaron cortes transversales de las raices y se compard la
integridad de los tejidos en las plantas inoculadas y sin inocular. En las plantas inoculadas
con las cepas de Fusarium oxysporum (QUI2 y CHAL), en las imagenes obtenidas se
aprecian una abundante colonizacidn inter e intracelular de micelio de Fusarium. Es asi
que, en el cuello de la raiz los vasos del xilema mostraron una apreciable colonizacién por
parte de hifas del patdgeno, asi como la produccién de geles. Ortiz (2012), afirma que la
formacion de geles es como mecanismo de defensa histoldgico de la planta y la formacién
de geles podria limitar la diseminacion del patdégeno y prevenir la oclusion de los vasos
xilémicos. Asimismo, Herrera y Mayea (1994), afirman que la formacion de geles y gomas
responden a una infeccién vascular de los patdgenos que causan marchitamientos
vasculares (en este caso Fusarium oxysporum), ademas afirman que los geles estan
compuestos por sustancias peptinicas y celuliticas, por ultimo en el lugar donde estaban los
geles aparecen mas tarde las gomas, probablemente por una reaccién de los geles con

pigmentaciones melanoides asociados a la decoloracién vascular.
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Ademas las células del parénquima fueron colonizadas y mostraron una reduccion de la
cantidad de los amiloplastos. Como sabemos que los amiloplastos cumplen la funcion de
almacenar productos como el almidon, proteinas o lipidos y también es el organulo que
realiza la funcion fotosintética en presencia de luz (Herrera y Mayea, 1994; Agrios, 2005).
Ortiz (2012) y Triana (2009) afirman que la reduccién del niamero de los amiloplastos de
las células del parénquima puede ser un mecanismo mediante el cual la planta agota las
reservas de carbohidratos presentes en los amiloplastos, ante el estrés producido por efecto

del patégeno.

La coloracién con azul de toluidina y verde malaquita permitié observar posiblemente las
hifas del patdgeno, de esta manera de color verde se tifieron las células del parénquimay el
resto de tejidos vegetales y de color azul las hifas del patégeno (Figura 6B). Ademas se
observan una desorganizacion de las células del parénquima y esto podria ocasionar la
hipertrofia del xilema. Los resultados obtenidos se asemejan en parte a los obtenidos por
Ortiz (2012) y por Garcia (2012), debido a que ellos obtuvieron resultados mas acertados
utilizando muestras de tejido vegetal incrustado en parafina. En cambio, en este proyecto de

tesis se realizo las preparaciones de tejido vegetal en fresco.

5.3.2. Histologia en plantas de Babaco con inoculaciones inducidas de Trichoderma
spp., (ECM®6) y con inoculaciones inducidas de Trichoderma spp (ECM6) y
Fusarium oxysporum (QUI2 y CHAL1), bajo invernadero.

El empleo de agentes de control bioldgicos definidos como biofungicidas son los que
contienen células vivas o latentes de cepas microbianas en los sistemas productivos, es una
alternativa viable para lograr un desarrollo agricola ecoldégicamente sostenible, ya que
permite una produccién a bajo costo, no contamina el ambiente y mantiene la conservacion
del suelo desde el punto de vista de fertilidad y biodiversidad (Hermosa, 2012; Gajera et
al., 2013).

El hongo Trichoderma sp., es un habitante natural del suelo y puede desempefiarse como
saprofito o como parasito de otros hongos (Hernandez et al. 2011). Es ampliamente

conocido por su conducta antagonista y es utilizado para biocontrol, debido a su ubicuidad,
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a su facilidad para ser aislado y cultivado, a su crecimiento rapido en un gran nimero de
sustratos y a que no ataca plantas. Los mecanismos por los que las cepas del género
Trichoderma desplazan al fitopatdgeno estan fundamentalmente asociados a competicién
directa por el espacio o por los nutrientes, produccion de metabolitos antibioticos, ya sean
de naturaleza volatil o no volatil y parasitismo directo de determinadas especies de
Trichoderma sobre los hongos fitopatdgenos (Hoyos et al., 2008; Kérmdczi et al., 2013).

Los resultados de este investigacion, indican que la cepa de Trichoderma, se puede
observar que los signos del patégeno se encuentran restringidos desde la base del tallo
hacia las capas externas de la raiz, pero no hay informacion cientifica que sustente este
aspecto descrito con anterioridad (Metcalf and Wilson, 2001; Mutawila et al. 2011). Al
realizar inoculaciones de Trichoderma frente a Fusarium oxysporum desarrollaron una
respuesta histoldgica de resistencia sistémica inducida esta fue mas notoria hacia la zona
del cuello, posiblemente por ser una zona de transicion critica en el avance de la

colonizacion hacia el resto de la planta (Caballero, 2011).

Ademas, la restriccion del patdgeno en la base del tallo y capas externas de la raiz, se debe
posiblemente a que algunos compuestos quimicos como las malforminas estan
involucrados directamente con el desarrollo de la enfermedad, sin la presencia masiva del
hongo en el interior de los tejidos segln Ortiz (2012). De acuerdo con Kumar et al. (2011),
las malforminas estimulan la produccion de etileno, el cual a la vez causa desbalance

hormonal e induce sintomas de malformacion (proliferacion).
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6.

CONCLUSIONES

La incidencia de la Marchitez Vascular del Babaco (MVB) en la provincia de Loja, se

encuentra en un rango comprendido de 66,7 al 100%.

La cepa de Trichoderma sp., mostro gran capacidad de biocontrol, frente a las dos cepas
de Fusarium sp., reduciendo su severidad en un rango comprendido de 3,6 a 10,7% bajo

condiciones controladas.

El control biolégico con Trichoderma spp., para la Marchitez Vascular del Babaco,
permitio la sobrevivencia de las plantas aun en presencia del fitopatdgeno Fusarium

oxysporum.
En los estudios histoldgicos realizados en plantas de Babaco inducidas de Trichoderma

spp. y Fusariun oxysporum, las cepas QUI2+ ECM6 y CHA1+ ECM6, fueron las que

presentaron tejidos vegetales con menor dafio.
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7. RECOMENDACION

- Realizar estudios histologicos con material vegetal incrustado en parafina mediante
el uso de mutantes fluorescentes y con la utilizacion del microscopio confocal, en el

cultivo de Babaco bajo condiciones controladas.
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9. ANEXOS

Anexo 1. Grados de escala de severidad externa de la Marchitez VVascular del Babaco a los
10 dias de inoculacién.

GRADOS DE LA ESCALA
0 1 2 3 4
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Anexo 2. Conteo de estructuras conidiales de las cepas de Fusarium oxysporum y

Trichoderma spp.

PARTE SUPERIOR

MUESTRA: CHy1l

FECHA:22-07-2015

Cuadrante 1 Cuadrante 2 Cuadrante 3 Cuadrante 4 Cuadrante 5
1.1 17 2.1 27 3.1 17 4.1 16 5.1 15
1.2 19 2.2 22 3.2 22 4.2 19 5.2 19
1.3 24 2.3 18 3.3 19 4.3 23 53 17
1.4 16 2.4 23 3.4 24 4.4 20 5.4 20
1.5 18 25 25 35 20 4.5 18 5.5 16
1.6 23 2.6 20 3.6 23 4.6 23 5.6 18
1.7 27 2.7 24 3.7 18 4.7 21 5.7 23
1.8 22 2.8 19 3.8 15 4.8 19 5.8 21
1.9 21 2.9 21 3.9 27 4.9 19 5.9 19
1.10 19 2.10 23 3.10 23 4.10 23 5.10 19
1.11 23 2.11 20 3.11 21 4,11 24 5.11 22
1.12 18 2.12 18 3.12 19 4,12 20 5.12 18
1.13 25 2.13 25 3.13 22 4.13 22 5.13 20
1.14 22 2.14 23 3.14 18 4.14 18 5.14 23
1.15 20 2.15 20 3.15 24 4.15 16 5.15 17
1.16 23 2.16 25 3.16 22 4.16 19 5.16 15
TOTAL 337 TOTAL 353 TOTAL 344 TOTAL 320 5.17 20
5.18 19

5.19 16

5.20 22

5.21 18

5.22 20

5.23 22

524 |19

5.25 17
TOTAL |475
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Anexo 2. Continuacion...

PARTE SUPERIOR

MUESTRA: SAR2

FECHA:22-07-2015

Cuadrante 1 Cuadrante 2 Cuadrante 3 Cuadrante 4 Cuadrante 5
1.1 13 2.1 22 3.1 18 4.1 21 5.1 22
1.2 16 2.2 16 3.2 22 4.2 17 5.2 19
1.3 23 2.3 19 3.3 21 4.3 19 5.3 18
1.4 14 2.4 23 3.4 19 4.4 23 5.4 23
15 17 25 17 3.5 22 45 21 5.5 17
1.6 15 2.6 19 3.6 18 4.6 20 5.6 21
1.7 19 2.7 18 3.7 23 4.7 18 5.7 20
1.8 17 2.8 21 3.8 20 4.8 22 5.8 19
1.9 20 29 17 3.9 24 4.9 19 5.9 23
1.10 22 2.10 20 3.10 19 4,10 |20 5.10 25
1.11 16 2.11 23 3.11 21 411 |20 5.11 19
1.12 19 2.12 19 3.12 18 412 |17 5.12 18
1.13 21 2.13 18 3.13 23 4,13 |23 5.13 20
1.14 22 2.14 24 3.14 24 4,14 |22 5.14 16
1.15 17 2.15 22 3.15 20 4,15 |18 5.15 19
1.16 20 2.16 20 3.16 23 416 |21 5.16 22
TOTAL | 291 TOTAL | 318 TOTAL | 335 TOTAL | 321 5.17 16
5.18 |18
5.19 (23
5.20 |20
5.21 |19
5.22 |15
523 |21
5.24 |20
5.25 |18
TOTAL | 491
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Anexo 2. Continuacion. ..

PARTE SUPERIOR

MUESTRA: ECM6

FECHA:22-07-2015

Cuadrante 1 Cuadrante 2 Cuadrante 3 Cuadrante 4

Cuadrante 5

1.1 17 2.1 14 3.1 13 4.1 17 5.1 8
1.2 19 2.2 10 3.2 9 4.2 15 5.2 10
1.3 13 2.3 17 3.3 5 4.3 10 5.3 8
1.4 21 2.4 12 3.4 15 4.4 14 5.4 13
15 11 25 9 35 19 45 9 5.5 15
1.6 18 2.6 15 3.6 11 4.6 11 5.6 12
1.7 20 2.7 18 3.7 17 4.7 13 5.7 11
1.8 15 2.8 11 3.8 10 4.8 10 5.8 9
9 23 2.9 16 3.9 15 4.9 10 5.9 14
1.10 11 2.10 19 3.10 13 410 8 5.10 11
1.11 16 2.11 13 3.11 8 411 16 5.11 13
1.12 20 2.12 13 3.12 17 4.12 13 5.12 10
1.13 22 2.13 17 3.13 14 413 12 5.13 8
1.14 17 2.14 15 3.14 10 4.14 10 5.14 9
1.15 14 2.15 20 3.15 16 4.15 16 515 | 12
1.16 19 2.16 23 3.16 18 4.16 16 5.16 7
TOTAL| 276 |TOTAL| 232 |TOTAL| 210 |TOTAL| 200 | 5.17 10
5.18 14
5.19 15
5.20 9
5.21 11
5.22 13
5.23 12
5.24 9
5.25 9
TOTAL| 272
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Anexo 3. Evaluacion de la Incidencia y Severidad de la Marchitez Vascular del Babaco, en la provincia de Loja.

Grados de escala Total de
Canton Lugar Propietario 0 1 5 3 4 5 plantas Incidencia Severidad
evaluadas
Cochapamba Segundo Guayllas 900 1150 1350 4500 76 47
Quisquinchir ~ Simo6n Medina 250 200 150 200 1200 67 32
Saraguro
Las Lagunas  Pedro Guaman 100 290 260 650 1500 87 53
Tuncarta Jorge Serrano 440 560 560 810 680 3050 100 45
Chantaco Juan Cuenca 50 350 600 1250 80 55
El Carmelo Rosa Galvez 450 690 1250 2220 4610 100 63
Loja Reymincha Luz Tenesaca 100 150 250 100 72
Amable Maria  Victor Flores 300 400 500 1200 100 63
El Alumbre Flor Torres 100 200 300 100 73
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Anexo 4. Datos tomados de la Severidad de la enfermedad en el invernadero.

Tratamientos |Dial| Dia5 | Dia 10 | Dia 15 | Dia 20 | Dia25 | Dia30 | Dia 35 | Dia 40
T1 0.00 | 3.6 10.7 | 10.71 | 10.71 | 3.57 7.14 3.57 7.14
T1 3.57 | 3.6 10.7 10.71 | 10.71 7.14 7.14 3.57 7.14
T1 0.00 | 3.6 7.1 7.14 3.57 | 14.29 | 14.29 | 14.29 | 14.29
T1 7.14 | 3.6 3.6 3.57 3.57 10.71 | 14.29 | 14.29 | 14.29
T1 357 | 7.1 3.6 3.57 3.57 3.57 10.71 3.57 10.71
T1 357 7.1 3.6 3.57 7.14 3.57 3.57 3.57 7.14
T1 0.00| 7.1 3.6 3.57 3.57 3.57 7.14 7.14 7.14
T2 0.00 | 3.6 7.1 7.14 7.14 3.57 7.14 3.57 7.14
T2 3.57 | 3.6 10.7 10.71 | 14.29 7.14 7.14 7.14 3.57
T2 3,57 | 3.6 7.1 7.14 7.14 7.14 | 10.71 | 10.71 | 10.71
T2 357 | 71 7.1 7.14 7.14 14.29 | 14.29 | 14.29 | 14.29
T2 357 | 71 3.6 3.57 3.57 3.57 10.71 | 10.71 | 10.71
T2 0.00 | 10.7 3.6 3.57 3.57 3.57 7.14 7.14 7.14
T2 0.00| 7.1 3.6 3.57 7.14 3.57 7.14 7.14 10.71
T4 0.00| 7.1 3.6 3.57 7.14 | 1071 | 10.71 | 7.14 7.14
T4 3.57 | 10.7 7.1 7.14 10.71 7.14 7.14 3.57 10.71
T4 3,57 | 3.6 3.6 3.57 3.57 | 14.29 | 1429 | 7.14 | 10.71
T4 357 | 3.6 14.3 10.71 3.57 10.71 | 10.71 | 10.71 | 14.29
T4 357 | 3.6 10.7 3.57 3.57 10.71 | 10.71 | 14.29 7.14
T4 357 7.1 10.7 10.71 7.14 7.14 7.14 3.57 7.14
T4 357 | 71 10.7 10.71 7.14 7.14 7.14 3.57 7.14
T5 0.00 | 3.6 3.6 3.57 3.57 | 10.71 | 10.71 | 7.14 7.14
T5 357 7.1 3.6 3.57 7.14 14.29 | 14.29 | 14.29 | 14.29
T5 3,57 | 3.6 3.6 3.57 3.57 | 14.29 | 14.29 | 14.29 | 14.29
T5 357 7.1 10.7 7.14 7.14 7.14 7.14 7.14 7.14
T5 3.57 | 3.6 14.3 7.14 3.57 | 10.71 | 10.71 | 14.29 | 14.29
T5 0.00 | 10.7 14.3 7.14 10.71 7.14 7.14 7.14 7.14
T5 0.00| 71 3.6 3.57 7.14 3.57 3.57 3.57 7.14
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Anexo 5. Anilisis estadistico segiin Tukey 5% en el efecto de severidad de la enfermedad en
los tratamientos T1, T2, T4 y T5, en las plantas de Babaco, bajo condiciones de invernadero.

Loja. 2015.

Tratamientos sevl sevb sevl0 sevl5 sev20 sev25 sev30  sev35 sev40

1 0.5 1.5 3.6 5.6 71a 8.2a 8.7a 10.2a  10.7a
2 0.0 1.0 2.6 2.6 41b 51b 5.6ab 6.1b 7.1b
4 0.5 1.0 3.1 3.6 4.1b  4.6b 5.1b 6.1b 6.1b
5 0.5 1.0 2.0 3.1 3.6b  4.6b 4.6b 5.1b 5.1b

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes, segun Tukey (p <

0.05).
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Anexo 6. Fotografias.

Anexo 6.1. Evaluacion de la incidencia y severidad de la MVB en la finca de la Sra. Rosa Galvez
sector El Carmelo.

Anexo 6.2. Montaje del disefio experimental completamente al azar, en el invernadero.

Anexo 6.3. Cepas de Fusarium oxysporum QUI2 (izq) y CHAL (der).
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Anexo 6.5. Inoculacion de las raices de las plantas de Babaco con el hongo fitopatégeno mas el
hongo biocontrolador.

Anexo 6.6. Base del cuello de la raiz de la planta de Babaco inoculado con Fusarium oxysporum
QuI2.
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Anexo 6.8. Observaciones histolégicas de los cortes realizados en el microscopio o6ptico
OLYMPUS.
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